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論文の内容の要旨
（目的）
　真核細胞の遺伝子発現は複数の転写因子により協調的に調節されている。各転写因子の結合配列（シス調節領
域）同士が近接している場合は転写因子同士が相互作用することにより結合の特異性あるいは安定性を増加させ
ている。一方，複数のシス調節領域が離れているときは互いに相互作用した結果，DNAがループ構造をとると考
えられる。しかし，転写因子がDNAのループ構造を形成している例は数例しか報告されておらず，しかも構造形
成の仕組みに関する共通の理解が得られていない。離れた結合列問の相互作用を導くシステムを明らかにするこ
とは，転写調節を理解する上で重要であると考えられる。複数のエンハンサー領域が協調して遺伝子の発現調節
を行っている代表的な例が，赤血球のβグロビンLCR（LocusContro1Regi㎝）である。グロビンLCRはグロビン
遺伝子の5’末端側約20kb上流に位置し，5箇所のDNase1高感受性領域（HS1～5）からなっている。これまで
の研究によりHS1～5は赤血球への分化過程で互いに相互作用し，協調的に働いていると考えられている。そこ
には各領域間の相互作用を仲介する蛋白質性因子の存在が予想される。LCRの中でもHS2，一3，一4は特に強い
エンハンサー活性を持っており，HS2には隣接する2箇所（以後taηdemMARE），HS3，HS4には一箇所ずつMARE
配列が存在する。MAREを認識する転写因子群はその塩基性ロイシンジッパー（basiじ1eucinezipper，bZip）を介し
て小Maf群蛋白質（Ma飲，Ma研，MafG）とヘテロ2量体を形成して結合する。それらの中でBach1ならびにBach2
は，そのアミノ末端側にBTB促○Z領域を持っていることを特徴としている。BTB／POZ領域は，ホモあるいはヘテ
ロの蛋自質間の相互作用を担う。そこで，これまでの生化学的実験結果をもとに，グロビンLCRのHS2，HS3，HS4
に存在するMAREにそれぞれBach1／小Maf群蛋白質が結合し，さらにBTB促OZ領域を介して相互作用をするこ
とにより各結合領域を束ね，結果としてDNAのループ構造を作る可能性を検討した。また，グロビンLCRに対す
るBachl／Ma豚の転写調節能とBTBドメインの関与についても評価を行った。
（材料と方法）
ユ．原子間力顕微鏡による観察
HS2のtandemMAREを2箇所に持つモデルDNA（pHS2HS2），HS2とHS3をそれぞれ一箇所ずつ含むモデルDNA
一473’
（PHS3HS2）を作成した。さらにグロビンLCRのHS2～4を含むDNA断片（10．4kbpLCR）を調整した。Bach1な
らびにMa豚は大腸菌で過剰発現し，精製した。それぞれのDNAとBach1，Ma飲の蛋白質を反応させた後に，原
子問力顕微鏡を用いてDNA一蛋白質複合体の画像化を試みた。原子問力顕微鏡は，固定・染色あるいは結晶化す
ることなしに分子レベルの高解像度で資料を可視化できる点で魅力的な手法である。
2．培養細胞におけるリポーターアッセイ
　グロビンLCRに対するBach1の転写機能を解析するために，HS2，一3，一4を含むミニLCRカセットをレポー
タープラスミドに組み込み，Bach！／Ma舐の発現プラスミドとともに培養細胞へ導入し，一過性発現によるレポー
ターアッセイを行った。
（結果）
1．原子聞力顕微鏡による観察
　いずれのDNAを用いた実験でもBachl／MafKを中心としたDNAのループ構造を観察することに成功した。
10．4kbpDNAならびにpHS3HS2では，蛋白質が結合したDNA分子のうち約10％でこのようなループ構造か見られ，
いずれもHS2に存在するtandem　MAREを基点としていた。さらにこのHS2のtandem　MAREを2箇所に持つ
pHS2HS2では，蛋白質が結合したDNA分子のうち約25％という高頻度でループか観察された。しかし，BTB領
域を欠失させた変異Bach1蛋白質を用いると，DNAには結合するが，ループの形成はまったく見られなかった。こ
のことより，ループ形成にはBTB領域が必要であることが明らかになった。また，画像化した蛋白質の大きさを
測定するとループを形成している蛋白質の大きさはBach1とMafKが各々8個ずつ結合したヘテロ16量体と予想
され，BTB／POZ領域を介して非常に大きな複合体を形成していることが示唆された。
2．培養細胞におけるリポーターテッセイ
　赤血球系培養細胞を用いたリポーターアッセイでは，Bach1がLCRの転写を抑制する方向に働き，その抑制に
はBTB仔OZ領域が関与していることが明らかになった。
（考察）
　本研究は，グロビンLCRの各HSが蛋白質を介して相互作用することを直接的に示した最初の例である。また，
Bach1がそのBTB圧OZ領域を介して互いに遠く離れたシス調節領域の相互作用を伸介し，DNAのループ構造形成
を導くことを示している。さらにBach1㎜a舐多量体がHS2のtandemMAREに特異的に結合することから，駆B／
POZ領域による転写因子の多量体形成は近接する複数のDNA結合配列への結合特異性を上昇させると考えられた。
BTB／POZ領域は酵母からほ乳類まで広く保存されており，この領域を持つ転写因子が様々な転写制御領域におい
て同様の機能を担っている可能性がある。Bach1やその他のBTB圧OZ領域を持つ転写因子は，離れたシス調節領
域問の相互作用を導き転写調節を行う新しいタイプの構造転写因子と考えられる。
審査の結果の要旨
　遺伝子の転写制御を理解する上で，複数の制御領域が離れて存在し，ひとつのプロモーターに作用する場合，そ
の作用のメカニズムについてはこれまで明らかでなかった。本研究は，赤血球βグロビンのLocusC㎝拉o1Region
において転写因子Bach1がそのBachlBTB／POZ領域を介して，多量体を形成してシス調節領域を東ね，DNAのルー
プ構造を形成することを原子間力顕微鏡を用いて可視化することに成功した。今後，この研究結果に基づいて，よ
りlnvivoに近い条件での核内構造と転写の仕組みについての研究の進展が期待される。本研究は，転写因子がDNA
の構造形成を行うことにより転写を制御するメカニズムを明らかにした伍値のある論文である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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